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【要旨】抗癌剤であるDoxorubicin（DXR）をliposomeに封入した薬剤であるCaelyxを使用して，マウス
神経芽腫に対する抗腫瘍効果を検討した．c－1300マウス神経芽腫を8～12週齢のA／Jマウス雌の背部皮下に
移植し，control群，　free－DXR群，　THP・ADR群，　Caelyx群の各誌に対して，　survival　time及びdoubling
time，副作用，病理組織学的解析および生体顕微鏡を用いた血流動態について比較検討した．その結果，
Caelyx群は他の群に比較して明らかな有意差をもってsurvival　time，腫瘍のdoubling　timeが延長し，副作
用に関してもfree－DXR群と比較して骨髄抑制や心毒性が明らかに軽度であることが証明された．病理組織
学的解析においてもCaelyx群は腫瘍増殖抑制効果が認められた．また血流動態に関してもCaelyx群は，腫
瘍の新生血管増殖が抑制されていることが示唆された．教室では今までにマウス神経芽腫に対する温熱化学
療法や，薬剤封入liposomeを使用した腫瘍へのD．D．S．（Drug　Delivery　System）による神経芽腫の治療戦
略について報告してきた．本研究においても，Caelyx投与で良好な抗腫瘍効果が認められ，近い将来に神
経芽腫に対して臨床応用可能なことが示唆された．
はじめに
　神経芽腫は小児固形悪性腫瘍の中では，比較的数
多い腫瘍の一つである．近年，乳児マススクリーニ
ングの導入により早期発見される症例が増加してお
り，集学的治療により予後も比較的良好となってき
ている．最近ではマススクリーニング陽性例は自然
退縮が見られ，無治療経過観察症例も存在している．
しかし，乳幼児期以降に発症した症例や，進行症例
に関しては，厚生省治療基準1）の導入により治療成
績が向上しているとはいえ，依然として予後不良な
症例が存在し，外科的治療に加える補助療法の確立
が待たれている．特に抗癌剤は腫瘍細胞とともに正
常細胞にまで影響を与えるため，充分な抗腫瘍効果
が得られないこともあり，新しい抗癌剤の開発が求
められている．
　教室では悪性腫瘍に対するD．D．S．（Drug　Delivery
System）2～7）を応用し，本症に対し動物実験を用い
て様々な研究を重ねてきた．その結果，現在までに
マウス神経芽腫に対する温熱化学療法の効果8）およ
び転移モデルに対する抗癌剤封入1iposomeの効果9）
などの研究により，本症に対する腫瘍増殖抑制効果
と転移抑制効果を証明し得た．本研究では，抗癌剤
封入liposomeとして，既に米国でカポジ肉腫にの
み臨床応用されている薬剤（Caelyx；Stealth　Liposomal
Doxorubicin　HCL）を用いて本症に対する抗腫瘍効
果を検討し，さらに臨床病理学的解析を行い，ヒト
神経芽腫に対する臨床応用のための予備研究を行っ
た．
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研究材料および方法
　1．実験動物および実験腫瘍
　実験動物は8～12週齢，体重20g前後の雌性A／J
マウスを使用した．実験腫瘍は放射線医学研究所の
安藤興一先生より分与され，当科にて今まで使用し
てきた。－1300マウス神経芽腫細胞第5世代細胞10）
を使用した．腫瘍の継代は。－1300マウス神経芽腫
細胞（1×105個／0．1　me）をマウスの背部皮下に移
植し，腫瘍径が1×1cmに成長した時点で摘出し，
次代に継代移植した．また同時に細胞を培養継代，
および凍結保存とし原株を維持した．
　2．単細胞浮遊液の調整
　Dulbucco　B．B．S．200　m乏にTripsin　1：2502g，　pan－
creatin　O．2　gを加えた液と，　Dulbucco液（NaCl　8．O
g，KCI　O．2　g，　NaHPO　1．15　g，　KHPO　O．2　g）を1：4の
混合液とし，この混合液20m4にhomogenizeした
腫瘍組織とDNAaseを加え，15分間室温にて撹絆
した後，さらにハンクス液（Newborn　Calf　Serum）
を加えて合計SO　m4とした．これを濾過した後，
1100～1200回転で7～8分間遠沈し，最後にハンク
ス液を加え，単細胞浮遊液を調整した．
　3．使用薬剤および投与法
　使用薬剤はfree－DXR（Doxorubicin：協和発酵工
業（株）より供与），THP－ADM（明治製菓（株）よ
り供与），またCaelyx（米国SEQUUS　Pharmacuticais
社より購入）を使用した．
　Caelyxは，抗癌剤封入liposomeとして，既に米
国でカポジ肉腫に臨床応用されている薬剤であり，
人工脂質膜小胞である1iposomeにアントラサイク
リン系抗癌剤であるDXRを封入したStealth
Liposomal　Doxorubicin　HCLである．
　薬剤投与量はLD　50の1／4量を基準とし，　free－
DXR　s　mg／kg，THP－ADM　s　mg／kg，　Caelyx　s　mg／kg，
10mg／kg，20　mg／kgをマウス尾静脈よりone　shot
静注した．
　4．Caelyxの血液内・腫瘍内濃度の経時的変化
　感能マウス，非担癌マウス各々にfree－DXR　5
mg／kg，　Caelyx　5　mg／kg，10　mg／kgを尾静脈より
投与し，その1時間後，12時間後，24時間後の血
中薬物濃度，および淫逸マウスの腫瘍内薬物濃度を
高速液体クロマトグラフィー法（HPLC法）にて測
定し，経時的変化を検討した．
　5．free－DXR，　Caelyxの副作用
　非高冷マウスに対してfree－DXR，　Caelyxを各々
5mg／kg，10　mg／kg，20　mg／kg，30　mg／kgを尾静
脈より投与し，120日間観察し生存数を検討した．
また，担癌マウスにfree－DXR　5　mg／kg，　Caelyx　5
mg／kg，10　mg／kgを尾静脈より投与し，その1日
目，3日目，7日目に採血しWBC数，　RBC数を測
定し骨髄抑制について検討した．さらに担癌マウス，
立春癌マウス各々にfree－DXR　5　mg／kg，　Caelyx　5
mg／kg，10　mg／kgを尾静脈より投与し，その1時
間後，12時間後，24時間後の心臓組織内薬物濃度
を高速液体クロマトグラフィー法（HPLC法）にて
測定し，心毒性について検討した．
　6．free－DXR，　THP－ADMとCaelyxの治療効
果の比較
　c－1300マウス神経芽腫細胞（1×105個／0．1mの
をマウスの背部皮下に移植し，腫瘍径が1×1cm
に成長した時点から無治療群として生理食塩水，
free－DXR　s　mg／kg，　THP－ADM　s　mg／kg，　Caelyx　s
mg／kg，10　mg／kg，20　mg／kgをマウス尾静脈より
静注した．無治療群，free－DXR群，　THP－ADM群
およびCaelyx群のsurvival　time（鑓），腫瘍径が
1×1cmから2×2cmに増大するdoubling　time
（DT），および腫瘍体積とを比較検討した．
　統計学的検：討はStudent－T検：定にてP＜0．05を有
意差ありとした．また腫瘍体積はGiavazziらの径
測により，L×W2／2（L＝lenght　mm，　W＝width
mm）として測定した．
　7．実体顕微鏡を用いた血行動態の検討
　マウス背部皮下法（チャンバー法）により，無治
療群，Caelyx　5　mg／kg，10　mg／kg群の各群において
腫瘍新生血管数を測定し，抗腫瘍効果を検討した．
ディフュージョンチャンバーリング（ミリポア社）
の両面にメンブレンフィルター（ミリポア社）を固
定し，c－1300マウス神経芽腫細胞1×105個／0．1　m4
に調整した細胞浮遊液をチャンバー内に封入した．
移植方法としてマウス背部皮下に空気を注入しair
sacを作製し，　sac下部を切開しチャンバーを移植
した．移植翌日に生理食塩水，Caelyx　5　mg／kg，
10mg／kgをマウス尾静脈より投与した．移植日よ
り5日目，7日目，10日目にマウス背部皮膚をチャ
ンバーごと剥皮し，伸展させた状態で固定し，実体
顕微鏡を用いて新生血管を計測した．新生血管の判
定は蛇行を示し，長さが4mm以上のものとし，
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Angiogenesis　index（AI）としてカウントした．ま
た，1視野中に占める新生血管の面積比を算出し，
統計学的に検討した．
　8．病理組織学的な治療効果の分析
　無治療群，free－DXR　10　mg／kg群，　Caelyx　10
mg／kg群の各群において薬剤投与後1日目，3日目，
7日目に腫瘍を摘出し，Hematoxiline－Eosine染色
（H．E．染色）を施行し，腫瘍細胞の変性・壊死，多
形性，多核細胞，腫瘍細胞の大きさなどを検索した．
また平石ら11）の方法に準じBM－1染色を施行し，癌
細胞5，000個中のmitosisおよびapoptosisの個数を
計測し比較検討した．さらに細胞増殖活性の指標と
して，PCNA（proliferating　cell　nuclear　antigen）染
色を施行し，1視野あたりのPCNA陽性細胞率，
karyorrhexisを統計学的に比較検討した．
結 果
　1．Caelyxの血液内・腫瘍内濃度の経時的変化
　血中濃度（μg／mのは，free－DXR群では担癌マ
ウス，非担癌マウスともに1時間でほぼ0を示して
いたが，Caelyx　5　mg／kg群は，非担癌マウスにお
いて1時間で83．03±6．74，12時間で62．45±11．55，
24時間で41．55±13．12であり，担癌マウスにおい
て1時間で70．76±4．09，12時間で13．97±1．17，24
時間で3．01±0．09であった。また，Caelyx　10
mg／kg群は，非担癌マウスにおいて1時間で
！43．29±10．23，12時間で82．76±9．25，24時間で
50．27±8．98であり，担癌マウスにおいて1時間で
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　　　　　　　　　　　　Fig．　1　The　concentration　of　Caelyx　in　blood　and　neoplasm．
　In　the　Caelyx　group，　24　hours　after　administration，　concentration　in　the　blood　was　maintained　above　500／o　in　mice　with－
out　cancer．　The　concentration　in　the　neoplasm　was　also　high　at　24　hours　after　administration．
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121．87±9．0，12時間で24．38±2．72，24時間で
5．27±1．12であった（Fig．1）．面心癌マウスにおけ
るCaelyx群では24時間後でも1時間値の1／2量以
上の濃度が持続していた．担癌マウスでは，Caelyx
群は12時間までに血中濃度は減少し，その後は緩
やかに減少した．
　腫瘍内濃度（μg／me）は，　free－DXR群では1時
間で0．33±0．12，12時間で0．57±0．11，24時間で
0．46±0．10であり，Caelyx　5　mg／kg群は1時間で
6．25±0．28，12時間で12．49±3．72，24時間で7．81
±1．46であり，Caelyx　10mg／kg群は，1時間で
20．32±5．29，12時間で53．29±7．35，24時間で
37．92±6．37であった（Fig．1）．　Caelyx群は24時間
後にも腫瘍内への集積を認めた．
　2．free－DXR，　Caelyxの副作用の検討
　非話語マウスに対する各薬剤投与後の120日間の
生存数では，各薬剤とも10mg／kg投与では有意差
を認めなかったが，20mg／kg投与ではfree－DXR群
で全例が死亡したのに対して，Caelyx群では20％
が死亡した．しかし30mg／kg投与ではCaelyx群
も90％が死亡し，脱毛を認めるマウスが一部存在
した（Table　1）．
　WBC数，　RBC数はそれぞ無治療群で1日目
9，534±258，894±48，3日目で13，250±627，912
±34，7日目で11，874±527，895±63であり，
free－DXR群で1日目5，920±146，800±25，3日目
で2，700±125，713±63，7日目で3，178±103，
792±30であり，Caelyx　5　mg／kg群で1日目6，260
±274，888±32，3日目で6，435±209，860±24，
7日目で5，367±193，856±21であり，Caelyx　10
mg／kg群で1日目6，872±343，850±43，3日目で
7，427±592，855±12，7日目で4，832±243，812
±35であった（Fig．2）．free－DXR群は3日目に
WBC数，　RBC海面に減少したが，　Caelyx群は変
動が少なく，骨髄抑制の軽減が示唆された．
　心臓組織内薬物濃度は，非担癌マウスにおいて
free－DXR群で1時間値7．78±0．26，12時間値3．85
±0．33，24時間値1．47±0．10であり，Caelyx　5
mg／kg群で1時問値5．85±1．45，12時間値3．48±
0．15，24時間値3．26±0．47であり，Caelyx　10
mg／kg群で1時間値6．94±3．82，12時間値4．216
1．93，24時間値3．72±0．93であった．担癌マウス
においてはfree－DXR群で1時間値8．13±0．64，12
時間値3．58±0．55，24時聞値2．03±0．29であり，
　Table　1　The　survival　rates　of　mice　without　cancer．
　In　the　20　mg／kg　group，　all　in　the　DXR－only　group　died，
whereas　in　the　Caelyx　group，　200／o　died．
Dose（mg／kg） free－DXR Caelyx
5 5／5 5／5
10 8／10 10／10
20 0／10 8／10
30 0／10 1／10
120　days
Caelyx　5　mg／kg群で1時間値4．33±0．64，12時間
値1．78±0．58，24時間値1．31±0．10であり，
Caelyx　10　mg／kg群で1時間値6．54±0．86，！2時間
値！．96±0．34，24時間値1．52±0．85であった
（Fig．2）．非野畑マウスでは各薬剤とも有意差は認
められないが，担癌マウスは，Caelyx群で1時間
値から低値であり，有意差（P＜0．05）を認めた．
　3．無治療群に対する薬剤投与群の治療効果の比
較
　STは，無治療群；27．0±5．10日，　free－DXR群；
31．4±3．15日，THP－ADM群；34．3±5．24日，Caelyx
5mg／kg群；43．86±2．13日，　Caelyx　10　mg／kg群；
69．56±2．58日，Caelyx　20　mg／kg群；78．29±1．45
日であった．DTは，無治療群；9．07±0．3日，　free－
DXR群；10．75±3．49日，THP－ADM群；11．82±
2．54日，Caelyx　5　mg／kg群；19．8±3．26日，　Caelyx
0mg／kg群；43．28±5．29日，　Caelyx　20　mg／kg
群；46．38±3．46日であった（Fig．3）．　sT；DTとも
無治療群，free－DXR群，　THP－ADM群とでは有意
差を認めなかった．これに対してCaelyx群は他の
群に比較してST；DTともに延長し，特にCaelyx　10
mg／kg群とCaelyx　20　mg／kg群ではST；DTともに
著明に延長し，有意な抗腫瘍効果が認められた（P
＜0．05）．しかし，Caelyx　10　mg／kg群と20　mg／kg
群との比較では有意差は認められなかった．
　腫瘍体積はST；DT同様にCaelyx群において有意
に腫瘍の増殖抑制効果が認められた（Fig．3）．
　4．実体顕微鏡を用いた腫瘍新生血管の検討
　無治療群では5日目でもチャンバー内に新生血管
は認められなかった．1視野中に占める血管分布の
面積比は5．26±0．26％であった．腫瘍移植群では5
日目にAngiogenesis　indexカミ12．8±6．96，10日目
に26．7±5．25であった．新生血管の面積比はそれ
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　2　Side　effects　in　the　DXR－only　and　Caelyx　group．
　　In　the　Caelyx　group，　WBC　and　RBC　showed　little　change，　so　reduced　bone　marrow　inhibitation　was　suggested．　ln　mice
with　cancer，　the　cardiac　concentration　was　low，　so　cardiac　toxicity　was　limited．
（5）
一　486　一 東京医科大学雑誌 第58巻第4号
daysSurvival　Time＊ days
60
Doubling　Time
80
70
60
50
40
30
20
10
o
Control　fi‘ee一　THP－
　　　　DXR　ADM
Caelyx　Caelyx　Caelyx
smg／　10　mg／　20　mg／
kg　kg　kg
50
40
30
20
10
o
　（n　一　10）
＊：p〈O．05
Control　free一　THP一　Caelyx
　　　　DXR　ADM　5　mg／
　　　　　　　　　　　　kg
Caelyx　Caelyx
10mg／　20　mg／
kg　kg
（Cm3）
12
10
8
6
4
2
o
腫瘍径
3×3cm一
腫瘍径
2×2cm一
Control
Tumor　volume
free－DXR
　　THP－ADM
Caelyx　5　mg／kg
　　　　Caelyx　10　mg／kg
Caelyx　20　mg／kg
腫瘍径
1×1cm一10　2030　4050 60 70　80　（days）
　　　　　　　　　Fig．　3　Comparison　of　curative　effects　of　free－DXR，　THP－ADM，　and　Caelyx．
　Both　survival　time　and　doubling　time　were　longer　in　the　Caelyx　group　than　in　the　other　groups．　Anti－tumor　effects　of
neoplasm　volume　were　confirmed　in　the　Caelyx　group．
それ29．56±5．36％，35．87±8．64％であった．
　腫瘍移植群では日数に伴い有意に新生血管の達成
を認めた．これに対してCaelyx　5　mg／kg群では，　Angio－
genesis　indexが8．65±5．31であり，10　mg／kg群で
は，5．68±2．86であった．また面積比はそれぞれ
14．32±3．68％，9．25±1．58％であり，投与量に応
じて新生血管数が抑制され，Caelyx投与による新
生血管抑制効果を確認した（Fig．4）．
　5．病理組織学的な治療効果の分析
　無治療群と比較してfree－DXR群，　Caelyx群では，
治療日数とともに腫瘍細胞の多形性が目立ち，細胞
の増大化を認めた．特に7日目では著明な多形性，
巨細胞化を認めた（Table　2）．
　癌細胞5，000個中のmitosis，およびapoptosisの
個数は，無治療群ではmitosisが多く，apoptosisが
少ない傾向が認められたが，free－DXR群，　Caelyx
群では，apoptosisが優位であった．特にCaelyx群
では3日目において，腫瘍中心部にBM－1染色陽性
細胞が多く認められ，necrosisよりもapoptosisが
多く認められた（Fig．5）．
（6）
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　　　Fig．　4　Stereoscopic　microscopic　examination　of　blood　circulation．
　The　tumor　group　showed　angiogenesis．　However，　in　the　Caelyx　group，　angiogenesis　was　limited　dose－depen－
dently　and　anti－tumor　effects　were　confirmed．
　　　　　Table　2　Histologic　analysis．
　The　neoplasm　cells　in　the　DXR－only　and　CAELYX　groups
were　recognized　to　conspicuous　polykaryocyte　and　giant
cells　at　7　days　after　administrastion．
Case 変性壊死 多形細胞 多核細胞 巨細胞
1day （一） （一） （一） （一）
Control郡3day （±） （一） （一） （一）
7day（＋） （＋） （＋） （＋）
1day （＋） （一） （±） （一）free－DXR
P0mg／kg
@Group
3day（＋＋） （＋） （＋） （＋）
7day（＋＋） （＋＋） （＋＋） （＋＋）
1day （＋） （一） （士） （一）Caelyx
P0mg／kg
@Group
3day（＋＋） （＋） （＋） （＋）
7day（＋＋） （＋＋） （＋＋） （＋＋）
　PCNA染色では，無治療群と比較してfree－DXR
群，Caelyx群では，治療日数とともにPCNA陽1生
細胞率が低下し，細胞増殖活性の抑制が示唆された．
しかし，karyorrhexisについては各群に有意差は認
められなかった（Fig．6）．
考 察
　近年のD．D．S．（Drug　Delivery　System）の研究，
開発には目覚ましいものがあり，成人領域では抗癌
剤を人工膜であるliposome内に封入しその抗腫瘍
効果や副作用の軽減を目的とした研究が報告2～7）さ
れており，実際に臨床応用されている薬剤もある．
　我々は小児固形悪性腫瘍の中では比較的発生頻度
の高い神経芽腫に対して，ヒト神経芽腫の実験モデ
ルとしてA／Jマウスに自然発生した。－1300マウス
神経芽腫細胞を用いて，D．D．S．を応用した研究を
重ねてきた．野牛らはマウス神経芽腫に対し，熱感
受性liposomeを使用し腫瘍局所に温熱療法を加え
ることにより腫瘍への温熱化学療法の効果を報告し8），
また，長江らは肝転移モデルに対し，血中での停滞
時間を長くした抗癌剤封入liposomeを作製し，腫
瘍増殖抑制効果，転移抑制効果を報告した9）．現在
までに我々は，マウス神経芽腫に対して抗癌剤封入
liposomeを使用した抗腫瘍効果を確認してきた．
本研究では臨床応用する段階として，既に米国でカ
ポジ肉腫にのみ臨床応用されている抗癌剤封入
（7）
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Fig．　5
（A）　Mitosis　and　Apoptosis．
（B）　Staining　by　H．E．（×　100），　and　anti－Ley　Monoclonal　antibody　BM－1　（×　100）．
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Apoptosis　was　conspicuous　in　the　Caelyx　group．　ln　particular，　the　rates　of　the　BM－1　positive　cells　were　frequent　in
the　center　of　neoplasms　from　the　3rd　days　and　apoptosis　was　more　frequent　than　necrosis．
（8）
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（A）　Staining　by　proliferation　cell　nuclear　antigen　PCNA　（×　100）．
（B）　The　counts　of　positive　PCNAO／o　and　karyorrhexis．
　　PCNA　positive　cells　percentage　reduced　with　the　cure　days　in　the　Caelyx　group　than　in　the　cured　group，　so　the
　　activity　of　neoplasm　was　limited．　No　significant　difference　in　karyorrhexis　was　observed　in　other　group．
liposome（Caelyx；Stealth　Liposomal　Doxoru－bicin
HCL）を使用した．
　Caelyxは，欧米で認可されたDoxorubicin封入PE（｝
liposome製剤でLiposome　Technology　lnc．（Menlo
Park，　California）において開発され，現在SEQUUS
Pharmaceuticais社から販売されている．
　元来，liposomeは生体成分由来であるが，生体
にとっては異物として認識されるために細網内皮組
織（RES）である肝クッパー細胞や，マクロファー
ジに取り込まれやすいという欠点があり，RES回
避性で長時間血中滞留型のliposomeの開発が進め
られた．近年，ポリエチレングリコール（PEG）
を1iposome表面に修飾することでRES回避性を示
し，その結果，高い血中滞留性を発揮することが報
告された12～15）．このPEG－liposome製剤はStealth
Liposomeと呼ばれ，今回我々が使用したCaelyxも
その一つである．
　Caelyxは，水素添加大豆レシチン：コレステロ
（9）
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一ル：DSPE－PEG＝55：40：5（モル比）の組成か
らなり，70～100nmのサイズをもつliposomeで
Doxorubicinは，総脂質重量1gに対して200　mgの
割合で封入されており，分散された水溶液の状態で
供給され，静脈内投与する薬剤である16）．現在米国
でのCaelyxの適応は，　AIDS患者に発生するカポ
ジ肉腫に対してであり，その治療効果は，doxoru－
bicin・bleomycin・vincristinの組み合わせによる多
剤併用効果より優iれていると報告されている17）．
　本研究ではマウス神経芽腫モデルを用いた動物実
験：において，Caelyxを使用し本症に対する抗腫瘍
効果を検：討し，臨床病理学的解析を行いその有用性
を確認した．以下各実験に対する考察を述べる．
　1．Caelyxの血液内・腫瘍内濃度の経時的変化，
副作用の検討
　AIDS患者に発症するカポジ肉腫は，分岐の多い
新生血管が異常に発達し，その血管壁は薄く不連続
という特徴を有する．そのためCaelyxを投与する
ことで，循環滞留中にその一部が徐々に腫瘍組織に
移行し，集積するものと考えられている．実際に，
Caelyx投与後72時間のカポジ肉腫中濃度は
doxorubicinの場合と比較して約5倍高値であると
いう報告がある18）．我々の実験結果でも，非担癌マ
ウスに対してCaelyx群では血中濃度が24時間後で
も1時間値の1／2量以上が持続しており，Caelyx
の腫瘍への集積を確認している．これは，腫瘍の毛
細血管は新生血管が多く，その内皮細胞は未発達で
正常血管よりも透過性が充漉しているために，
liposome封入体であるCaelyxが高濃度で血中に長
時間停滞するならばそれだけ高い割合で腫瘍へ移行
するためと考えられる．
　副作用に関してdoxorubicinは投与量依存的に骨
髄抑制，心毒性，嘔吐などの強力な副作用を伴うが，
Caelyxは，いずれも著しく軽減すると報告されて
いる19）．本実験でもfree－DXR投与群は3日目に
WBC数，　RBC数共に減少したが，　Caelyx投与群
は変動が少なく，骨髄抑制の軽減が示唆された．ま
た臨床で使用する場合に特に重要となる副作用は心
毒性でありCaelyxの開発の目的の一・つはこの副作
用を軽減させることでもあり，心毒性について検討
した．doxorubicinの心毒性の発生機序については
明らかにされていないが，心筋におけるdoxoru－
bicinの最大濃度をさげることが心毒性を抑制する
こととされている20）．最近では，心毒性の原因に
1ipid　peroxide（LPO）の上昇が示唆されている．LPO
の変動は抗酸化酵素，即ちsuperoxide　dismutase
（SOD）やglutathione　peroxide（GSHpx）およびカ
タラーゼの作用により制御され，特にGSHpxの活
性低下に大きく影響されるといわれている21）．佐塚
らは，doxorubicin溶液，　doxorubicin封入stealth
liposomeと純粋liposomeをマウスの静脈内に投与
し，薬物体内動態とLPO，　GSHpx活性の変化を検
討し，薬物溶液投与により生じるLPO活性の上昇
がstealth　liposome投与には起こりにくいこと，お
よびこれはGSHpx活性の低下の抑制によることを
示し，このことが1iposome化による心毒性軽減の
機構であると報告している21）．本実験でも担癌マウ
スではCaelyx群はfree－DXR群に比べ，投与後1時
間，12時間で有意差をもって心臓組織内濃度が低
下しており，24時間でも有意差こそ認めないが低
下していた．これは前癌マウスではCaelyxが腫瘍
へ集積されることにより，その分心臓への移行が少
なくなったものと推測された．即ち，Caelyxは重
篤な副作用である心毒性をdoxorubicinに比較して
有意に抑制することが可能であると示唆された．
　2．心血に対するCaelyx投与群の治療効果の検討
　survival　time，　doubling　timeは，　Caelyx群にお
いて他群と比較して延長を認めた．特に，Caelyx
10mg／kg群，およびCaelyx　20　mg／kg群において
他藩との有意差を認め延長した．また腫瘍体積の推
移をみるとCaelyx　10　mg／kgと20　mg／kgでは腫瘍
の増大傾向が抑制されていることが証明された．長
江らは，抗癌剤の投与量を増大することで抗腫瘍効
果が増大傾向を示すが，同時に副作用の発現も高率
になると指摘している10）．本実験ではCaelyx　10
mg／kg以上の投与では山群と比較して生存日数が
延長し，抗腫瘍効果が認められたが，投与量を増大
しても副作用の発現が増強することはなかった．特
にCaelyx　20　mg／kgでは，　free－DXR群と比較して
非担当マウスにおける生存数は有意に異なってい
る．即ち，Caelyxの最大の利点は他の抗癌剤と比
較して，副作用の発現が少ないため投与量を増量す
ることが可能であり，そのため腫瘍増殖抑制効果に
優れていることであると思われる．
　3．腫瘍新生血管に対するCaelyxの効果
　腫瘍増殖の過程においては腫瘍組織への酸素や栄
養分の供給が必要であり，その供給路として血管の
形成も不可欠である．一般に固形腫瘍は血管の形成
（　10　）
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がなければ1～2mm3以上になることはないといわ
れている22）．腫瘍は血管の増殖が誘導されてのみ成
長することができ，腫瘍細胞が分泌する内皮細胞の
増殖因子か，腫瘍の影響を受けた正常細胞の分泌す
る増殖因子により誘導されるといわれている23）．
　doxorubicinなどの投与された抗癌剤は腫瘍細胞
内に取り込まれ，細胞内高分子であるDNA，　RNA
およびそれらにかかわる酵素に作用して，腫瘍の内
部および外部から腫瘍増殖抑制効果を示すと考えら
れている．しかし，新生血管抑制作用がdoxoru－
bicinをはじめとする抗癌剤に認められるか否かは
はっきりしないところであり，Caelyxに関しても
同様である．腫瘍の内部より腫瘍細胞の増殖抑制効
果を示すだけでなく，生体顕微鏡を用いたチャンバ
ー24）による観察では，腫瘍細胞のみの移植では日
数に応じて血管分布量が多く，腫瘍血管特有の屈曲
像が観察されるが，Caelyxを投与することで明ら
かに新生血管の形成が抑制されていることが示され
た．毛細血管が多い腫瘍では，その内皮細胞は未発
達で正常血管よりも透過性が充乱しているために，
Caelyxが高濃度で血中に長時間停滞し，高い割合
で腫瘍へ移行する．即ち，liposomeで抗癌剤を修
飾することで腫瘍外部の血管から腫瘍細胞に対して
抗腫瘍効果を示し，そのため酸素や栄養素が細胞か
ら供給されず，強いては腫瘍細胞を増殖させる新生
血管を形成できないものと思われる．このことは，
Caelyx群では腫瘍体積が他の群に比較して有意に
抑制されていることに一致する．つまりCaelyxの
腫瘍抑制効果は腫瘍の新生血管抑制の面からも有効
であることが予測できた．
　4．病理組織学的な治療効果の分析
　治療日数よる腫瘍細胞の変化において，free－DXR
群，Caelyx群では，両者とも治療日数とともに腫
瘍細胞の変性を認め，特に7日目では著明な多形性，
巨細胞化を認めた．両者に有意な相違は認められず，
同様な細胞死が引き起こされていると考えられた．
一般に腫瘍の増大，退縮の機構の一つに腫瘍細胞の
増殖活性やapoptosisが関与すると考えられている25）．
apoptosisはnecrosisと区別される特徴的な形態変
化を伴う細胞癌の型であり，通常の正常細胞におい
ても，腫瘍細胞においても個々の細胞に散見される．
我々はapoptosisとnecrosisをH－E染色，および
BM－1染色によって検討した．特にBM－1染色につ
いて平石らは，BM－1陰性の組織がnecrosisに陥る
プロセスにおいてBM－1陽性になることはなく，壊
死によって炎症を起こし集積した穎粒球がBM－1陽
性を示すことがあってもnecrosisを起こした細胞
は陰性であると報告している11）．一般には腫瘍中心
部周囲は阻血のためnecrosisを起こしやすいとい
われているが，本腫瘍は中心部にBM－1陽性の細胞
が多く，necrosisよりもapoptosisが多く認められ
た．特にCaelyx群においては3日目にapoptosis出
現率のピークが見られ，腫瘍の血流に対する
Caelyxの移行性の強さにより腫瘍の中心部に比較
的強い抗腫瘍効果を及ぼしたものと思われた．
　腫瘍の予後推定因子として最近注目されているも
のに増殖細胞関連抗原，即ちKi－67，　DNAポリメラ
ーゼ，PCNA（増殖細胞核抗原）などがある．
PCNAはDNAの複製に極めて重要な役割をもつ
DNAポリメラーゼδの補助蛋白であり，GO期以外
の分裂細胞に発現されるものとして，その細胞能の
推定に注目されており，盛んに応用されている26＞．
Kawasakiらは増殖期にある細胞に出現するnuclear
antigenの一つであるこのPCNAに注目し免疫組織
化学染色を用いて未治療の神経芽腫におけるPCNA
labeling　indexと予後について検討し，　PCNAを予
後因子としている27）．免疫組織化学的にPCNAの
局在から腫瘍細胞の増殖活性をみると，free－DXR
投与群，Caelyx投与群ともに治療日数に伴って
PCNA陽性率は低下している．統計的には両者に有
意差は認められないが，数値的にはCaelyx投与群
はfree－DXR投与群に比べPCNA陽性率は低く，染
色像で見ると細胞成分に富んでいる腫瘍辺縁部では
増殖活性が目立つが，腫瘍中心の退縮部や細胞成分
の少ない部位ではほとんど陰性である．しかし，腫
瘍細胞の増殖能の指標の一つとして核分裂像
（mitosis－karyorrhexis　index）をみると両者の問に
は有意差は認められず，apoptosisによる作用が両
者のsurvival　time（ST）やdoubling　time（DT）に影
響を与えたものと考えられた．
　以上よりマウス神経芽腫に対してCaelyxは他計
に比較し有意に高い抗腫瘍効果を認めた．すでに米
国でカポジ肉腫に臨床応用されている本剤が神経芽
腫に対しても臨床応用でき得ることが示唆された．
結 語
　1）liposome封入doxorubicin（Caelyx）は血中
停滞性が高く，腫瘍細胞への取り込みも高い．この
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ために心臓組織内濃度が低く，doxorubicinの重篤
な副作用である心毒性が抑制された．即ち，
Iiposomeに封入することによりdoxorubicinの投与
量の増大が可能であり，より優れた腫瘍抑制効果を
得ることが可能であると示された．
　　2）Caelyx投与群では一群と比較してsurvival
time（ST），　doubling　time（DT）の延長を認めた．
また，腫瘍体積の増大傾向も抑制されており，抗腫
瘍効果も優れていた．
　　3）Caelyxを投与することで腫瘍を増殖させる新
生血管の形成を抑制することができ，それによる抗
腫瘍効果が認められた．
　　4）free－DXR投与群，　Caelyx投与群ともに治療日
数にしたがって腫瘍細胞の変性を認めた．しかし，
Caelyx投与群はapoptosisの出現が高度であり，か
つPCNA陽i生率が低いことから，病理学的にも有
効性が確認し得た．
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Stealth　liposomal　doxorubicin，　target　therapy　for　neuroblastoma
Yoshihide　TANABE，　Shinichi　ITO，　Itsuro　NAGAE
Third　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University
（Director：　Prof．　Yasuhisa　KOYANAGI）
ABSTRACT
　　The　anti－tumor　effect　of　Caelyx，　which　is　doxorubicin　（DXR）　contained　within　liposome，　was
studied　in　mice．　c－1300　mouse　neuroblastoma　was　transplanted　subcutaneously　to　the　backs　of　8－12
week－old　A／J　female　mice．　Survival　time，　doubling　time，　side　effects，　histology　and　blood　flow　were
observed　by　a　stereoscopic　microscope，　these　parameter　were　compared　among　the　control　group，　the
DXR－only　group，　THP－ADR　group，　and　the　Caelyx　group．
　　The　results　showed　that　the　survival　time　and　the　neoplastic　doubling　time　were　significantly　longer
in　the　Caelyx　group　than　the　other　groups．　Side　effects　were　insignificant：　the　bone　marrow　inhibition
and　the　cardiac　toxicity　were　clearly　low　in　the　Caelyx　group　than　the　DXR－only　group．　Histologically
an　anti－tumor，　effect　was　recognized　in　the　Caelyx　group，　in　which　it　was　also　suggested　that　neoplas－
tic　angiogenesis　was　inhibited．
　　In　the　present　study，　the　Caelyx　group　showed　good　tumor－resistant　effect，　so　that　it　is　possible　to
apply　Caelyx　for　clinical　testing　in　the　near　future．
〈Key　words＞　Liposomal　Doxorubicin，　Stealth　Liposome，　Neuroblastoma，　Drug　Delivery　System
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